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摘 要：对苏云金芽孢杆菌 :$$"菌株 !"#$%& 基因阳性克隆 ;<=5%#3"4-进行亚克隆和序列测
定，在 :.>?@>A注册后经国际 ?,杀虫蛋白基因委员会正式命名为 !"#$%&’。序列分析表明该
基因含有芽孢杆菌特异的 B?C序列，但没有功能性启动子，为沉默基因。根据大肠杆菌 =7表
达载体 ;D=3"%-克隆位点和 !"#$%&’ 开放阅读框架（*BE）两端序列，设计合成一对特异引物

F"@-#和 F"@-5，高保真 G:B扩增获得 !"#$%&’ 完整 *BE，经酶切、连接构建了重组表达质粒
;D=3"4-5。表达质粒导入大肠杆菌 ?F"%（HD5），IG=J诱导后，CHC3G4JD电泳证实了 !"#$%&’
的表达。生物测定显示诱导培养物对棉铃虫初孵幼虫和小菜蛾二龄幼虫具有杀虫活性，能明

显抑制二化螟二龄幼虫生长，但对甜菜夜蛾和玉米螟没有明显活性。进一步提取 :/K"4-5蛋
白，生测结果表明其对棉铃虫 F:#$为 5"L##!MNM。
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苏云金芽孢杆菌（()!*++,- ./,"*01*20-*-，简称 ?,）是全球应用最广泛最有效的微生物杀
虫剂之一。?,能够产生多种杀虫蛋白如 :/K蛋白、:K,蛋白，其中，:/K蛋白为晶体毒素，目
前报道的主要有 :/K% P :/K5"等 5"类，它们对昆虫具有特异毒杀作用［%］。在 ?, !"# 基因
中，有一些没有典型的启动子元件不能有效表达，即所谓沉默基因，分离克隆沉默 !"# 基
因是发掘新的杀虫基因资源的一条有效途径，具有重要的理论和实践意义。

?, !"#$ 基因有 !#"$%)、!"#$%&、!"#$%! 和 !"#$%3、四类，编码约 7$AH 蛋白。 !#"$%) 和
!"#$%!基因具有典型的操纵元结构，!#"$%) 基因对鳞翅目和双翅目害虫有活性。 !#"$%&
为沉默基因［$］，目前国外报道 !#"$%&4 和 !#"$%&$ 基因分别通过与 !#.%、!"#’%) 和 !"#$%) 操
纵元的启动子融合实现了其在 ?, 无晶体突变株的有效表达，且后者形成了蛋白晶
体［5 P 6］，但目前国内还未见到有关 !"#$%& 基因克隆、表达与杀虫活性的研究报道。
本实验室通过 G:B3BEFG筛选 ?, H04文库的方法，从国内 ?,分离株 :$$"中分离克

隆了多种 !"# 基因，其中阳性克隆 ;<=5%#3"4-含有 !"#$%& 基因。本研究在亚克隆和序列
测定基础上，通过大肠杆菌 =7表达系统实现了 !"#$%& 在大肠杆菌的有效表达，并发现该



基因对棉铃虫初孵幼虫具有高毒力，能明显抑制二化螟二龄幼虫生长。本研究为新型转

基因抗虫植物的研究提供了新的思路和科学依据。

! 材料和方法

!"! 试验材料
!"!"! 菌株与质粒：菌株与质粒见表 !。

表 ! 菌株与质粒

"#$%& ! ’()#*+, #+- .%#,/*-,

’()#*+, 0 .%#,/*-, 12#)#3(&)*,(*3, 4)*5*+

’()#*+,

6( 789: ;*%- (<.& "2*, %#$

! = "#$% >?!!@ "2*, %#$

! = "#$% 6AB!（8C:） "2*, %#$

! = "#$% 6AB!（BD$:） ! = "#$% 6AB!（8C:）3#))*&- .C"EBD$: "2*, )&,&#)32

F%#,/*-,

.C"EB!$ "9 &G.)&,,*H+ I&3(H) "2*, %#$

.7":!JEBD$ .7":!J 3#))*&- "&’()* 5&+& "2*, %#$

.6%K&,3)*.( L’（ M） ! = "#$% 3%H+& I&3(H) "2*, %#$

.6%K&EBD$ .6%K&’3)*.( L’ 3#))*&- "&’()* *+ :N@O$ !"#P! QR)#5/&+( "2*, )&,&#)32

.6%K&EBD$C7J .6%K&’3)*.( L’ 3#))*&- "&’()* J’E!"#P!S+%,3" R)#5/&+( "2*, )&,&#)32

.6%K&EBD$C7: .6%K&’3)*.( L’ 3#))*&- "&’()* :’E!"#P!S+%,3" R)#5/&+( "2*, )&,&#)32

.C"EBD$: .C"EB!$ 3#))*&- "&’()* RK%% %&+5(2 4PT "2*, )&,&#)32

!"!"# 供试昆虫：棉铃虫、甜菜夜蛾（-.#/#01&2 13%452）和亚洲玉米螟（670&%,%2 85&,2"2$%7）标
准试虫分别由本所棉铃虫组和玉米螟组提供，二化螟（9:%$# 75..&1772$%7）和小菜蛾（;$501$$2
3’$#701$$2）为本室饲养。
!"!"$ 培养基与试剂：细菌培养基为 A6培养基。8UD限制酶、"V 8UD连接酶购自 W*$3H%
6PA（A"Q）公司，6( "&’ 基因特异扩增引物由上海生物工程公司合成，"#X .%K, 8UD聚合酶
购自上海生物工程公司，氨苄青霉素购于经科生物工程公司。其它试剂均为市售商品（分

析纯）。

!"# 试验方法
!"#"! 8UD分子操作：大肠杆菌质粒提取、8UD酶切、片段回收和连接及遗传转化采用
常规方法［9］。大肠杆菌转化子的快速检测采用 L*&,&)方法［Y］。
!"#"# 8UD序列分析与大肠杆菌表达载体构建：8UD序列测定由大连宝生物工程公司
完成，8UD序列分析采用 8UD "HH%,JN!软件。引物由上海生物工程公司合成。
!"#"$ 诱导表达与 ’8’EFDWC分析：活化含重组表达质粒的菌株，!Z接种 A6 培养液，
:9[培养过夜，"&’()* 诱导表达见文献［9］。蛋白电泳样品快速制备与 ’8’EFDWC电泳见
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文献［!］。
!"#"$ 室内杀虫生物活性测定：取 "#$人工饲料置一灭菌培养皿中，加入 "%&待测样品，
充分混匀。分别接入棉铃虫、甜菜夜蛾、亚洲玉米螟等供试初孵幼虫，每培养皿 "# 头幼
虫，每处理重复三次，置于 ’()光照培养箱中，!*小时后调查；以菌液浸泡甘蓝叶片，自然
晾干后接入小菜蛾二龄幼虫，’() + ’*)光照培养，,-.和 !*.调查结果。计算校正死亡
率、致死中浓度 &/(#。

图 ! !"#$%&’ 基因的亚克隆分析
01$2" 34567818 9: 8;<=694>8 9: ?@ !"#$%&’ $>4>

A2!B(!)"C#D（"!，EF,，*F’，,F’，CF,，’FE，"F!，

"F(，#F!G<）；

"2 H?6;>I’3<（ J）B(!)K"；

’2 H?6;>I’3<（ J）B*+,=#；

C2 H?6;>I’3<LM(B(!)K" J *+,=#；

,2 H?6;>I’3<（ N）B(!)K"；

(2 H?6;>I’3<（ N）B*+,=#；

*2 H?6;>I’3<LMCB(!)K" J *+,=# 2

# 结果和分析

#"! !"#$%&’ 亚克隆与序列分析
提取质粒 HMOC"(I’3<，限制内切酶消化构

建物理图谱，将 !"#$%& 基因定位于约 CF#G<
(!)K"片段。进一步获得了 !"#$%& 基因两个
不同方向的克隆 H?6;>I’3<（ J ）和 H?6;>I’3<
（ N）及其 (’I和 C’I端的 *+,=#亚克隆 H?6;>I
’3<LM(、H?6;>I’3<LMC（图 "）。测序、拼接获得
!"#$%& 全序列，在 P>4?54G注册号 30"*,***，国
际 ?@ !"# 基因命名委员会正式命名 !"#$%&’。
P>4?54G 序列比较显示该基因 QK0 序列与
!"#$%&- 和 !"#$%&$ 完全一致，编码 *CC 个氨基
酸，分子量 E#F#GR，等电点为 !F""，在 !"#$%&’
的 QK0上游有保守的芽孢杆菌 K?S序列，但没
有芽孢杆菌特异的启动子序列，是沉默基因。

#"# !"#$%&’ 在大肠杆菌的诱导表达
为研究 !"#$%&’ 对我国重要农业害虫的生

物活性，我们根据大肠杆菌 OE表达载体 HLO’"<
克隆位点设计了一对引物：&’3<(：/P/PP3O//P3OP33O3POPO3OOP33O3P/ 和 &’3<C：
//PP33OO/333/OOO33O333POPPOP，并在两条引物上分别引入 ./0M"和 (!)K"酶切
位点。以 HMOC"(I’3<为模板，用 &’3<(B&’3<C引物扩增获得 !"#$%&’ 基因 "!#’<H的开放
读码框（QK0）。./0M"和 (!)K"双酶切 T/K产物和载体 HLOI’"<，连接转化 UA""#，筛
选获得 !"#$%&’ 表达重组质粒 HLOI’3<C，酶切分析结果见图 ’。以重组表达质粒 HLOI’3<C
转化大肠杆菌 ?&’"（RLC），获得工程菌株 ?&’"（’3<C）。培养 ( 2 !)1+ ?&’"（’3<C），
#F"%%96B& DTOP诱导，SRSIT3PL检测到 *#GR大小的蛋白如图 C。
#"% !"#$%&’ 表达产物杀虫活性测定
培养 ( 2 !)1+ ?&’"（’3<C），以培养物 " V "# 比例混合人工饲料或涂叶法，测定对棉铃

虫、甜菜夜蛾、亚洲玉米螟、二化螟和小菜蛾幼虫的活性，结果显示对棉铃虫初孵幼虫和小

菜蛾二龄幼虫有杀虫活性，能明显抑制二化螟幼虫生长，但对玉米螟和甜菜夜蛾没有活性

（表 ’）。在此基础上，进一步提取 /W7’3<C 表达产物，SRSIT3PL定量后按一定的梯度稀
释，测定其对棉铃虫初孵幼虫 !*小时的致死中浓度 &/(#为 C’F(($$B$（蛋白B饲料重量比），

C*(( 期 陈中义等：苏云金芽孢杆菌沉默基因 !"#’%&C在大肠杆菌中表达及杀虫活性研究



结果见表 !。

图 ! 重组表达质粒限制酶切电泳分析
"#$%& ’()(*+,#, -. /012/,,#-( 1*),3#4 1567&’8!

9% 1567&’8!:!"#;! < $%&=!；

& % 1567&98:!"#;! < $%&=!；

! % >&’8?:>&’8! )31*#.#@)A/4 12-4B@A#-(；

C%9D8 EF’ >)44/2（9 G 9&D8）%

图 " !"#$%&’ 表达产物 #$#7%&’(分析
"#$%! HEH7I’J5 -. K>&9（ %’()*+,）

C：C)2D/2（&9&，99L，MN，LLDE）；

9% K>&9（E5!）；

&% K>&9（&’8!）%

表 ! ( ) !)*+ *+!,（!&-"）对供试害虫的杀虫生物活性
6)8*/ & O(,/@A#@#4)* )@A#P#A#/, )$)#(,A A/,A/4 #(,/@A *)2P)/ -. $ % %&-. K>&9（&’8!）

62/)A3/(A
C-2A)*#A+:Q R-22/@A/4 3-2A)*#A+:Q

K>&9 K>&9（&’8） K>&9（&’8） 6/,A/4 A#3/

/ % "’#.01’" STM N9T9 LST! N4

2 % 3(-&451--" UTU !NTS !UTM U4

6 % 4788’14"-.4 V V（O(W#8#A/4） V ?4

9 % 13.071 V F- )@A#P#A+ X N4

: % ;7’<"%"-.4 V F- )@A#P#A+ X N4

" 讨论
研究表明 %’() 基因在苏云金芽孢杆菌中分布广泛，目前报道的有 %’()*"、%’()*+、

%’()*% 和 %’()*= 四个亚类。本研究报道的 %’()*+, 基因虽然是从我国自行分离的 KA菌株
RVV&中克隆的，但其 Y="序列与 %’()*+> 和 %’()*+) 完全相同，这是因为同一亚群 %’( 基
因高度保守。

沉默基因的表达主要通过基因或启动子融合途径实现。R2#@D3-2/分别通过 %’(* 启
动子和 %’()*" 操纵元启动子的融合实现了 %’()*+> 在 KA无晶体突变株的有效表达，且后
者形成了蛋白晶体［!］。E)(D-@,#D 等通过与 %’()*" 启动子融合也实现了 %’()*+) 在 !5
?7’45"’?. ;EN!7&L @2+X无晶体突变株的高效表达［U］。本研究通过与 6N噬菌体启动子的融
合构建了 %’()*+, 表达载体 1567&’8!，并在大肠杆菌 K>&9（E5!）通过 OI6J诱导获得有效
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表达，在大肠杆菌中表达沉默基因 !"#$%& 还未见报道。根据 !"#序列推导的 $%&’#()分
子量理论值为 *+,*-!，但 .!./0#12 检测到表达产物分子量约为 3+ 4 35-!，这与 "678
$%69-:;%7等［)］、!<=-;9>6-等［?］研究结果一致。这种分子量的差异可能是由于 !"#$%&’ 表
达产物被蛋白酶部分降解所致。

对我国重要的鳞翅目害虫的杀虫活性测定发现 $%&’#()对棉铃虫（( @ )"*+,-")）也具
有高毒力，能明显抑制二化螟二龄幼虫的生长。$%&’#()对棉铃虫 A$5+为 )’,55!BCB，而 DE
F!*) $%&G#9为 G5,’!BCB（表 )），如果考虑到 $%&’#()分子量约为 $%&G#9的一半（G)+-!），
则其毒力约为 $%&G#9的四分子之一。国外已有研究表明 $%&’#<对二化螟有高毒力［G+］，
但还未见有关 $%&’#(的报道。本研究发现 $%&’#(对二化螟二龄幼虫有很强抑制作用，
这可能与 $%&’#(和 $%&’#<同源性很高有关。但由于受到二化螟虫源和人工饲养技术的
限制未能测定 $%&’#()对二化螟初孵幼虫和二龄幼虫的毒力水平和体重抑制率，相关研
究还需进一步深入。

表 ! "#$%&’!对棉铃虫初孵幼虫毒力测定（()*）
H<(87 ) D6;<>><& ;I $%&’#() J%;E76= <B<6=>E (-.+!/0-"1) )"*+,-") 8<%K<7（L3M）

H;N69 J%;E76= A$5+ C（!BCB） L5O$;=I6P7=E 87K78C（!BCB）

$%&’#() )’,3 G3,? 4 3?,3

F!*)（ !"#+%!） G5,’ *,? 4 )G,’

目前研究已经表明 $%&’#与 $%&G#在昆虫中肠作用受体不同，这种不同毒素之间的
组合有助于增强毒力和预防或延缓害虫对 DH抗性的发生［GG］。.E7Q<%P等研究已经证实转
!"#$%&$ 和 !"#2%! 双价基因的抗虫棉对美洲棉铃虫的毒力明显高于单价 !"#2%! 基因抗虫
棉［G’］。目前国内转基因抗虫棉和抗虫水稻主要为单价 !"#2% 类基因，基因种类单一。
!"#$%&’ 的克隆及其对棉铃虫和二化螟毒力的发现，为构建新型转基因抗虫植物和微生物
提供了新的基因和研究思路。

致谢 玉米螟和小菜蛾杀虫生物测定分别是在本所玉米螟组何康来副研究员和本组曹景

萍老师指导和支持下完成的，本所棉花害虫组提供了棉铃虫、甜菜夜蛾，在此一并致以衷

心的感谢。
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重 要 声 明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国学

术期刊（光盘版）》和“中国期刊网”，如作者不同意将文章编入该数据库，请在来

稿时声明，本刊将做适当处理。

从 "###年开始，凡被本刊录用的稿件，编辑部将及时发出录用通知；对未被
录用的稿件，将及时函告，并说明原因，稿件一律不退，请作者自留底稿。

《微生物学报》编辑部
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